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Na tentativa de controlar e combater efeitos danosos de insetos na lavoura e o impacto ambiental, os biopesticidas 
são alternativas biologicamente ativas que prometem causar menor dano ambiental. Os biopesticidas à base de 
Bacillus thuringiensis são os mais utilizados como inseticidas, entretanto, não é claro seus efeitos em organismos 
não-alvos. O trabalho propôs avaliar os possíveis efeitos causados por biopesticida à base de B. thuringiensis 
utilizando sensíveis biomarcadores hematológicos de tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Exemplares de tilápia 
foram divididos em dois grupos (n=10 por grupo) e colocados em aquários de 150 L. O aquário do grupo controle 
continha água, enquanto do grupo tratado foi adicionado 60 mg L-1 do biopesticida na água do aquário teste. Após 
exposição, 1 mL de sangue foi coletado, via punção caudal, para análises dos biomarcadores hematológicos: 
hemoglobina (Hb), hematócrito (Hct), eritrócitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 
corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucócitos e trombócitos 
totais e analise diferencial leucocitária. Após as 48 horas de exposição não houve diferença significativa nas variáveis 
analisadas entre o grupo controle e grupo tratado. Os resultados sugerem baixa toxicidade para a tilápia, no 
delineamento proposto, sem alterações que comprometessem os processos fisiológicos vitais da espécie.   
Palavras-chave: Dipel, parâmetros hematológicos, ecofisiologia. 
 
ABSTRACT 
In an attempt to control and combat the harmful effects of insects on crops and the environmental impact, 
biopesticides are biological alternatives that promise to cause less environmental damage. Bacillus thuringiensis 
biopesticides are the most used as insecticides; however, their effects on non-target organisms are not clear. The 
work proposed to evaluate the possible effects caused by a biopesticide based on B. thuringiensis using sensitive 
hematological biomarkers of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Specimens were divided into two groups (n = 10 
per group) and placed in 150 L aquaria. The control group aquarium contained water, while the treated group added 
60 mg L-1 of the biopesticide to the test aquarium water. After exposure, 1 mL of blood was collected, via caudal 
puncture, for analysis of hematological biomarkers: hemoglobin (Hb), hematocrit (Hct), erythrocytes (RBC), mean 
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and concentration mean corpuscular hemoglobin 
(CMCH), total leukocytes and thrombocytes and leukocyte differential analysis. After 48 hours of exposure, there 
was no significant difference in the variables analyzed between the control group and the treated group. The results 
Artigo Original 
 Original Article  
Artículo Original 
Artigo recebido em 01/03/2020 aprovado em 06/11/2020 publicado em 06/11/2020 
 
DOI: http://dx.doi.org/10.20873/uftsuple2020-8543            Revista Desafios –v. 7, Especial - PIBIC, 2020 
209 
suggest low toxicity for tilapia, in the proposed design, without alterations that would compromise the vital 
physiological processes of the species. 
Keywords: Dipel, hematological parameters, ecophysiology. 
 
RESUMEN 
En un intento por controlar y combatir los efectos nocivos de los insectos en los cultivos y el impacto ambiental, los 
bioplaguicidas son alternativas biológicamente activas que prometen causar menos daño ambiental. Los 
biopesticidas de Bacillus thuringiensis son los más utilizados como insecticidas, sin embargo, sus efectos sobre los 
organismos no objetivo no están claros. El trabajo propuso evaluar los posibles efectos causados por un biopesticida 
basado en B. thuringiensis usando biomarcadores hematológicos de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Las 
tilapia se dividieron en dos grupos (n = 10) y se colocaron en acuarios de 150 L. El acuario del grupo control 
contenía agua, mientras que el grupo tratado añadió 60 mg L-1 del bioplaguicida al agua del acuario. Después de 
la exposición, se recogió 1 ml de sangre, mediante punción caudal, para el análisis de biomarcadores hematológicos: 
hemoglobina (Hb), hematocrito (Hct), eritrocitos (RBC), volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina 
corpuscular media (HCM) y concentración hemoglobina corpuscular media (CHCM), leucocitos y trombocitos 
totales y análisis diferencial de leucocitos. Después de 48 horas de exposición, no hubo diferencias significativas en 
las variables analizadas entre el grupo control y el grupo tratado. Los resultados sugieren baja toxicidad para la 
tilapia, en el diseño propuesto, sin alteraciones que comprometan los procesos fisiológicos vitales de la especie. 





A agricultura em nível mundial é uma área que 
traz muitos recursos e, para um bom sucesso nessa 
atividade, necessita-se de cuidados como aplicação de 
agrotóxicos para combater invasores indesejados. No 
âmbito da América Latina, o Brasil desponta como o 
maior produtor agrícola e consequentemente, maior 
consumidor de agrotóxicos (Kopp et al., 2007; Lopes e 
Albuquerque, 2018). Estes pesticidas sintéticos são 
classificados quanto ao organismo alvo, sua classe 
toxicológica, o grau de toxicidade e o grupo químico 
pertencente (Coutinho et al., 2005), sendo os principais 
os herbicidas e inseticidas de formulações químicas.  
Com toda essa toxicidade dos agrotóxicos 
espalhados no ambiente, surgiu a produção de 
biopesticidas, utilizando microrganismos nas 
formulações comerciais, com a intenção de diminuir 
possíveis prejuízos a toda uma biota. A utilização de 
biopesticidas são comumente descritos como inertes 
para organismos que não são alvos específicos para o 
seu mecanismo de ação (Mariano, 2017).  
Segundo Coutinho et al. (2005), o biopesticida 
mais amplamente utilizados são os que contém as 
subespécies da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) que 
têm despertado um grande interesse frente aos 
problemas de poluição ambiental no mundo. No 
controle microbiano dos insetos, o entomopatógeno Bt 
oferece as melhores alternativas como bioinseticida, 
mostrando-se também um bom candidato à obtenção de 
formulações comerciais, bem como à engenharia 
genética de plantas (Costa et al., 2010). 
Note-se que mesmo em condições de produção 
agrícolas muito controladas, resíduos de pesticidas 
podem permanecer no meio, sendo lixiviados 
contaminando lençóis freáticos, pondo assim em risco 
a saúde humana (Mariano, 2017). Como qualquer 
agrotóxico, o biopesticida no ambiente pode ser 
destinado aos corpos d’água e interagir com os 
organismos existentes no local. 
Ecossistemas aquáticos são os mais 
importantes receptores finais de resíduos da agricultura 
e demais despejos, como industriais e domésticos. 
Assim, um dos objetivos principais da ecotoxicologia 
aquática é avaliar os riscos de agrotóxicos para a biota 
aquática e consequentemente para as populações 
humanas (Oliveira Ribeiro et al., 2006). 
 
DOI: http://dx.doi.org/10.20873/uftsuple2020-8543            Revista Desafios –v. 7, Especial - PIBIC, 2020 
210 
Organismos aquáticos são vistos como 
excelentes indicadores das condições ambientais para 
analisar a qualidade de hábitats. Particularmente, os 
peixes são organismos comuns e familiar nos 
ecossistemas aquáticos e podem refletir distúrbios em 
diversas escalas, devido às suas características de 
mobilidade, estilo de vida e por sua posição próxima do 
topo da cadeia alimentar (Freitas e Souza, 2009).  
Refletindo efeitos do ambiente, o sangue dos 
peixes pertence aos grupos de biomarcadores de 
toxicidade, qualificando a saúde da espécie e do 
habitat. A hematologia, estudo das células sanguíneas, 
é uma importante ferramenta para auxiliar no 
diagnóstico e prognóstico de condições de morbidade 
em populações de peixes sendo que quando os animais 
são expostos às substâncias tóxicas, alguns parâmetros 
podem ser alterados (Adhikari et al., 2004).  
O conhecimento da ecologia de espécies de 
Bacillus no solo e na água ainda não é completo (Vilain 
et al., 2006), sendo que, os efeitos de biopesticidas em 
peixes são escassos na literatura e levanta grande 
preocupação com o aumento da produção e uso deste 
agrotóxico. Diante dessa lacuna, mostra-se uma 
importância de estudos que forneça informações de 
qualidade. Diante disso, o trabalho propôs avaliar 
efeitos causados por biopesticida à base de B. 
thuringiensis utilizando sensíveis biomarcadores 
hematológicos em tilápia-do-Nilo (Oreochromis 
niloticus). 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Animais e contaminante 
Exemplares juvenis de O. niloticus (massa 
corpórea = 47,28 ± 3,0 g; comprimento total = 14,59 ± 
0,36 cm) foram obtidos de piscicultura comercial 
localizada em Araguaína, TO, Brasil. Os animais foram 
deslocados ao Laboratório de Morfofisiologia Animal 
Comparada (LaMAC – multiuso) da Universidade 
Federal do Tocantins, campus Cimba e aclimatados por 
30 dias. Os peixes foram acondicionados em tanques 
de 250 L com aeração artificial constante e temperatura 
da água controlada em 26 ± 2°C, pH 6,5, fotoperiodo 
natural e alimentação diária com ração (40% proteína), 
à vontade, uma vez ao dia.  
O biopesticida utilizado foi em formulação 
comercial do DiPel® WP que tem como princípio ativo 
esporos de B. thuringiensis, var. Kurstaki, linhagem 
HD-1 (mínimo de 25 bilhões de esporos viáveis por 
grama de produto).  
 
Delineamento experimental e coleta de amostras 
Os peixes foram divididos aleatoriamente em 
aquários de 150 L em dois grupos com 10 indivíduos 
por grupo, onde os parâmetros da água foram mantidos 
o mesmo da aclimatação. O aquário do grupo controle 
ficou livre da presença de biopesticida, enquanto o 
grupo tratado foi exposto a concentração de 60 mg L-1 
do biopesticida. A exposição foi em sistema estático e 
de forma aguda por 48 horas. Após exposição, os 
animais foram anestesiados com benzocaína (0,1 g L-1) 
e em seguida ocorreu uma coleta de sangue (0,5 mL) 
obtidas via punção caudal, com o auxílio de seringas 
heparinizadas. O sangue foi utilizado para estudos dos 
parâmetros hematológicos.  
O projeto foi aprovado pelo comitê de ética 
animal local sob o protocolo 23 101.001.738/2018-99.  
 
Biomarcadores hematológicos 
Os parâmetros hematológicos foram baseados 
seguindo metodologias adaptadas por (Mariano, 2017). 
Extensões sanguíneas foram confeccionadas e coradas 
com kit panótico rápido (Laborclin®) para análise 
morfofisiológica da série vermelha e branca do sangue 
periférico (leucogramas, eritrograma e trombograma) e 
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sub-amostras de sangue foram utilizadas para 
determinação do hematócrito (Hct), número total de 
eritrócitos (RBC), hemoglobina total (Hb) e índices 
hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM); 
hemoglobina corpuscular média (HCM) e 
concentração de hemoglobina corpuscular média 
(CHCM),  
Para a contagem diferencial de leucócitos, foi 
avaliado leucócitos e trombócitos totais e a 
porcentagem dos diferentes tipos celulares da série 
branca em relação ao número total de células contadas. 
Para isso, foram contadas 2000 células por lâmina, 
analisadas em microscópio de luz (WF1 10X/18) sob 
magnificação de 1000 vezes.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Segundo a Agência de Defesa Agropecuária do 
Paraná (ADAPAR, 2018), as concentrações de Bt 
aplicados na lavoura de diversas culturas tange a média 
de 5 mg Dipel por metro cúbico, sendo aplicado caldas 
de 400 a 700 L/ha. A concentração testada é 
considerada ecologicamente consistente uma vez que 
somente resíduos da aplicação é destinada aos corpos 
d’água por processos de escoamento superficial e 
lixiviação.  
A exposição é o contato/reação entre o 
organismo e o composto químico, sendo que os fatores 
mais importantes relacionados à exposição são: o tipo, 
duração e frequência da exposição e a concentração do 
agente químico (Silva e Santos, 2007). Desta forma, a 
concentração usada é subletal e não causou morte ou 
alterações comportamentais aos indivíduos durante a 
exposição.  
Os valores médios dos parâmetros 
hematológicos da série eritrocitária de tilápia do grupo 
controle e tratado estão representados na Figura 1. Não 
houve diferença significativa no HCL, RBC e na Hb 
total entre os grupos.  
 
Figura 1. Média ± erro padrão da média de A. concentração 
de hemoglobina ([Hb]), B. hematócrito (Hct) e C. número 
total de eritrócitos (RBC) de O. niloticus expostas a 60 mg 




A figura 2 demonstra os valores médios dos 
índices hematimétricos da série vermelha do sangue. 
Os índices são construídos a partir dos parâmetros 
hematológicos e assim, também não apresentaram 
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diferenças significativas entre o grupo tratado e 
expostos. 
 
Figura 2. Média ± erro padrão da média de A. concentração 
de hemoglobina ([Hb]), B. hematócrito (Hct) e C. número 
total de eritrócitos (RBC) de O. niloticus expostas a 60 mg 




Os parâmetros sanguíneos dos peixes auxiliam 
na avaliação da contaminação ambiental; a análise do 
sangue facilita a detecção de alterações patológicas nos 
organismos e os desvios das condições normais do 
sangue observadas (Oliveira Ribeiro et al., 2000). As 
análises morfofisiológicas da série vermelha 
expressadas neste estudo, não mostrou variação 
relacionada ao Bt. Alterações no quadro hematológico, 
em nível celular, podem ser um bom indicativo de 
respostas fisiológicas em relação às frequentes 
variações ambientais (Tavares-Dias et al., 2002), 
assim, sugere-se que o Bt na concentração testada não 
é uma ameaça para a espécie.  
Os resultados apresentados expressam que 
normalidade existente nos parâmetros hematológicos 
indicam que o Bt não causa quadros patológicos como 
anemias ou alterações celulares que dificultaria a 
captação e transporte de oxigênio, preservando sua 
integridade metabólica.  
Nas extensões sanguíneos de O. niloticus, além 
da observação de eritrócitos, foram analisados os tipos 
celulares de leucócitos, leucócitos totais e trombócitos 
totais, as quais desempenham papeis importantes no 
organismo que sempre está exposto ao biopesticida. A 
figura 3 representa a extensão sanguínea dos animais 
do grupo controle e expostos ao biopesticida. Não 
houve alteração celular entre o grupo exposto e o 
controle (Tabela 1). 
O organismo possui um sistema para combater 
os diferentes agentes infecciosos e tóxicos, sendo esse 
sistema formado pelos leucócitos e células teciduais 
originalmente derivados deles (Rena et al., 2001). A 
ativação do sistema imune poderia significar invasão 
do Bt ao organismo, assim, é sugerido que o pesticida 
não está adentrando ao sistema sanguíneo do peixe, 
este poderia entrar por via de ingestão, brânquias ou 
dérmica.  
Em tilápia, neste protocolo, as vias dérmicas e 
via brânquias seriam sugeridas para a absorção, uma 
vez que os animais não se alimentaram durante a 
exposição. O modelo experimental O. niloticus é uma 
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espécie de suma eficácia para uma boa resposta ao meio 
que esteja inserido, pois apresenta resistência a doenças 
virais, bacterianas e parasitárias, quando comparada a 
outros peixes cultivados (Popma e Lovshin, 1995).  
 
Figura 3. Representação sanguínea de O. niloticus do grupo 
controle (A) e (B) expostas a 60 mg L-1 de biopesticida à base 
de B. thuringiensis. Setas indicam linfócitos, t = trombócitos, 
e = eritrócitos. Mag. 1000x.Coloração: Kit Panótico. 
 
Uma das principais características fisiológicas 
desses animais é a sua resistência a enfermidades por 
patógenos, assim como a tolerância a baixos teores de 
oxigênio dissolvido na água (Silva et al., 2012), sendo 
assim, alterações no tecido sanguíneo da espécie devem 
ser consideradas. 
No atual estudo, os peixes foram expostos a 
uma concentração relevante ao processo de aplicação 
nas lavouras. Isso pode ser um fator para que não tenha 
ocorrido ativação do sistema imunológico dos animais 
ou inativação do mesmo. O Dipel em sua formulação 
comercial contém 3,2% do princípio ativo Bt na sua 
composição. Bacillus sp. estão entre os organismos 
utilizados como probióticos, mesmo na aquicultura. 
Isso porque a capacidade de esporulação os torna 
resistente a diversas condições experimentais e não 
patogênicas e até mesmo, não toxicas quando 
alimentados por peixes. Assim, esse tipo de 
microrganismo tem ganhado atenção na manutenção da 
saúde e bem-estar de muitos animais aquáticos 
(Kuebutornye et al., 2019). 
 
Tabela 1. Valores médios (média ± erro padrão média) do número total de leucócitos e trombócitos e da porcentagem de 
linfócitos, monócitos, neutrófilos, eosinófilos, células granulocítica especial e basófilos em Oreochromis niloticus expostas 
ao biopesticida à base de Bacillus thuringiensis 
 
Tipos celulares Controle Bacillus thuringiensis 
Leucócitos Totais (103) 2,7 ± 0,27 3,4 ± 0,30  
Trombócitos Totais (103) 2,7 ± 0,58    2,1 ± 0,63 
Linfócitos (%) 59,6 ± 7,30 73,8 ± 4,90 
Monócitos (%) 1,0 ± 0,18 0,7 ± 0,21 
Granulocítica Especial (%) 0,05 ± 0,05 0,0 
Neutrófilos (%) 0,7 ± 0,23 0,3 ± 0,11 
Eosinófilos (%) 0 0 
Basófilos (%) 1,0 ± 0,27 0,6 ± 1,16 
 




Aos bancos de dados da literatura, foi possível 
perceber que ainda não são conhecidas as prováveis 
influências e consequências que o biopesticida a base 
de Bt poderia causar para a fauna aquática 
(especificamente peixes), mesmo diante da crescente 
utilização de defensivos agrícolas nas culturas vegetais 
de produção (Mariano et al., 2015).  Diante de todo 
estudo, possibilidades para abranger pesquisas nessa 
área se formam, onde ainda tem inúmeras causas para 
ser estudadas e descritas, surgindo um conhecimento 
para cuidar e proteger toda a fauna aquática. 
 
CONCLUSÃO 
 O trabalho desenvolvido foi esclarecedor para 
o conhecimento das respostas hematológicas para a 
espécie Oreochromis niloticus frente a exposição 
subletal ao biopesticida Dipel. Ressaltando os 
principais biomarcadores analisados, não ocorreram 
alterações, mostrando baixa toxicidade do Bt, não 
levando o organismo a qualquer desregulação 
fisiológica, indução de anemias ou deficiências 
metabólicas visíveis.  
No sistema imunológico dos O. niloticus não 
ocorreu um aumento significativo dos glóbulos 
brancos, testificando que o biopesticida Bt poderia não 
estar sendo captado pelo organismo do animal. 
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